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(57) Abstract: The invention 
concerns an optical device (12) 
comprising a front surface located 
on the side of the sample to 
be observed and a rear surface 
oriented towards the means for 
acquiring (18, 19) an image or 
a user. It further comprises a 
combination of four aligned lenses. 
The lenses 'are arranged in the 
following sequence from the 
front rearwards: a plano-convex 
lens (28), a convexo-concave 
lens (30), a plano-concave lens 
(32) and a biconvex lens (34). 
The plano-concave (32) and 
the plano-convex lenses are 
respectively such that they each 
have a substantially planar surface 
and a concave surface or convex^ 
surface respectively. The invention 
is applicable to a cell analyzer. 
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(57) Abrege : Ce dispositif optique (12) comporte une face avant se trouvant du cote* de Fechantillon a observer et une face arriere 
oriented vers des moyens d'acquisition (18, 19) d'une image ou un utilisateur. II comporte en outre une combinaison de quatre 
lentilles align6es. Les lentilles sont disposers dans rordre suivant de V avant vers Tamere : une lentille plan-convexe (28), une 
lentille m6nisque divergente (30), une lentille plan-concave (32) et une lentille biconvexe (34). Les lentilles plan-concave (32) et 
plan-convexe (28) sont respectivement telles qu'elles prSsentent chacune une face sensiblement plane d'une part et une face concave 
ou une face convexe respectivement d* autre part- Application a un analyseur cellulaire. 
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Dispositif optique pour ('observation d'echantillons sur un support, destine 

notamment a un cytometre 

La pr6sente invention concerne un dispositif optique pour I'observation 
5 d'echantillons sur un support, ce dispositif 6tant destin6 notamment & un 
cytom&tre. 

La pr6sente invention est plus particuliferement destin6e d un dispositif 
tel celui r6v6l§ par le document WO-01/88593 du m§me Demandeur. Un dispositif 
de ce type est utilise notamment pour Tanalyse rapide d'un grand nombre 

10 d'echantillons disposes sur un meme support, par exemple une plaque, ces 
6chantillons etant constitu6s par exemple de cellules, en particulier de cellules 
adh6rentes, eucaryotes, procaryotes, v6g6tales, etc... ou d'autres objets, tels que 
microparticules ou des microd6pots. Le dispositif d6crit comporte une platine de 
positionnement du support portant les 6chantillons, un objectif d'observation, des 

15 moyens d'illumination d'au moins une partie du support et des moyens 
d'acquisition d'une image en sortie de I'objectif d'observation. 

Le support se pr6sente gen6ralement sous la forme d'un plateau 
comportant un ensemble d'alv6oles adjacentes destinees chacune d recevoir un 
6chantillon. Ce support est place sur la platine de positionnement et se trouve 

20 alors dans un plan perpendiculaire & Paxe de I'objectif d'observation. Cet objectif 
peut etre plac6 au-dessus ou au-dessous du support muni d*alv6o!es. Dans le 
premier cas, Tobservation s'effectue directement au-dessus de P6chantillon et 
dans le second cas elle s'effectue au travers de la face inferieure du support, au 
travers du fond de chaque alveole. La platine de positionnement permet de 

25 d6placer le support en le maintenant dans un meme plan perpendiculaire a I'axe 
d'observation de maniere a amener successivement chaque alv§ole face ^ 
I'objectif d'observation. 

La presente invention trouve done une application par exemple dans le 
domaine de la cytom&trie qui consiste & disposer des cultures de cellules dans 

30 des alveoles optiquement transparentes, les soumettre a des sollicitations 
chimiques et observer Involution des cellules par imagerie de fluorescence. On 
cherche alors d 6valuer le nombre et la dimension des cellules vivantes presentes 
dans les cultures, la finality 6tant d'observer leur reaction par rapport aux 
sollicitations chimiques. Le nombre de cellules est en g6n6ral tr6s important et la 
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frequence d'observation tr6s 6lev6e. Ceci limite les possibility d'observation et de 
comptage par un op6rateur. Des m6thodes automatiques permettent alors ce 
comptage et cette mesure. 

Les contraintes pour r6aliser le comptage et la mesure des cellules sont 
5 nombreuses. On remarque que les cellules vivantes sont tr6s petites (leur taille est 
de I'ordre de quelques microns) alors que le champ d'observation est grand (taille 
de Tordre de quelques millimetres) par rapport £ la taille de ces cellules. II faut 
done, tout en observant un champ important, pouvoir detecter des elements de 
petite taille. En outre, le nombre de molecules fluorescentes par cellule est faible. 

10 De ce fait, la Iumi6re disponible pour faire I'image des cellules est egalement 
faible, surtout compare d la lumiere n6cessaire pour exciter la fluorescence. Le 
systeme optique utilise doit done pouvoir vehiculer et s6parer la lumiere servant & 
I'excitation de la fluorescence et celle issue de la fluorescence. 

A ces contraintes techniques viennent egalement se rajouter les 

15 contraintes economiques. Pour des raisons de productivite, ('analyse doit se faire 
rapidement. II faut egalement que le coQt de I'appareil propose soit acceptable par 
le marche. 

Dans les cytometres de Tart anterieur, tels celui par exemple d6crit 
dans le document WO-01/88593, I'optique utilis6e est bas6e sur une optique de 

20 microscope et ne permet pas de r6pondre de fagon satisfaisante aux contraintes 
indiqu6es pr6c6demment. Toutefois cette solution est g6n6ralement retenue & 
cause de son prix de revient. Avec une telle optique, lorsque les alveoles sont des 
alveoles de grandes tailles (jusqu'a j t voire 10 mm), il est necessaire de r6aliser 
quatre prises de vue pour une meme alv§ole t ces quatre prises de vue 6tant 

25 ensuite combin6es pour reconstituer une seule image. Bien entendu, ce proced6 
est p6nalisant en terme de cadence et de productivit6. 

La presente invention a alors pour but de fournir un dispositif optique 
qui permette, dans des conditions satisfaisantes pour I'analyse ulterieure, de 
pouvoir, en une seule prise de vue, observer toute une alveole, m§me de grande 

30 taille. Bien entendu, ce dispositif optique pr6sentera de preference une tr6s bonne 
resolution, une grande ouverture num6rique et une largeur spectrale capable de 
r6cup§rer remission de fluorescence de Pultraviolet au proche infrarouge. 

A cet effet, elle propose un dispositif optique destine notamment £ 
Tobservation d'6chantillons sur un support dans le domaine de la biologie, 
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comportant une face avant se trouvant du cote de I'echantillon, ou similaire, a 
observer et une face arriere orientee vers des moyens d'acquisition d'une image 
ou un utilisateur. 

Selon I'invention, ce dispositif d'observation comporte une combinaison 
5 de quatre lentilles alignees, et les lentilles sont disposees dans I'ordre suivant, de 
I'avant vers I'arriere : une lentille plan-convexe, une lentille menisque divergente, 
une lentille plan-concave et une lentille biconvexe, les lentilles plan-concave et 
plan-convexe respectivement etant telles qu'elles pr6sentent chacune d'une part 
une face sensiblement plane et d'autre part une face concave ou une face 
10 convexe respectivement. 

Le dispositif optique selon ('invention a I'avantage de presenter un 
grand champ angulaire qui permet de voir un echantillon en entier dans le cas de 
I'utilisation du dispositif pour ('observation d'echantillons disposes dans des puits 
de plaques de culture. Cette configuration du dispositif optique permet egalement 
15 d'avoir une grande ouverture numerique qui fait de ce dispositif un dispositif 
lumineux. 

Dans une forme de realisation preferentielle, les lentilles sont 
regroupees en deux doublets, un doublet avant avec la lentille plan-convexe et la 
lentille menisque divergente et un doublet arriere avec la lentille plan-concave et la 
20 lentille biconvexe. 

Dans une forme de realisation avantageuse, le doublet arriere est un 
doublet colle pour lequel le rayon de courbure avant de la lentille biconvexe 
correspond au rayon de courbure de la face arriere spherique de la lentille plan- 
concave, et les deux lentilles de chaque doublet sont realisees dans des 
25 materiaux presentant des indices de refraction differents. On a ainsi dans cette 
forme de realisation un doublet (le doublet arriere) qui peut etre colle. 

Le doublet avant est quant a lui par exemple un doublet decolle mais il 
peut aussi s'agir d'un doublet decolle au centre mais colle sur sa peripherie. 

Avantageusement, les deux lentilles se trouvant au centre du dispositif 
30 optique presentent un indice de refraction superieur a I'indice de refraction des 
lentilles se trouvant a I'exterieur du dispositif optique. 

La presente invention propose aussi une forme de realisation preferee 
dans laquelle : 

la lentille plan-convexe presente une face arriere dont le rayon de 
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courbure est compris entre -30 et -32,5 mm et une face avant sensiblement plane, 
un diametre compris entre 15 et 20 mm ainsi qu'une epaisseur au centre comprise 
entre 2 et 4 mm, 

la lentille menisque divergente presente une face arriere dont le rayon 
5 de courbure est compris entre -22.5 et -25 mm et une face avant dont le rayon de 
courbure est compris entre -17 et -18,5 mm. un diametre sensiblement egal au 
diametre de la lentille plan-convexe ainsi qu'une epaisseur au centre comprise 
entre 1 et 2 mm, 

la lentille plan-concave presente une face arriere dont le rayon de 
10 courbure correspond au rayon de courbure de la face avant de la lentille 
biconvexe. un diametre compris entre 22 et 26 mm ainsi qu'une epaisseur au 
centre comprise entre 1 et 3,5 mm, et 

la lentille biconvexe arriere presente une face arriere dont le rayon de 
courbure est compris entre -28 et -30 mm et une face avant dont le rayon de 
15 courbure est compris entre 28 et 30 mm. un diametre sensiblement identique au 
diametre de la lentille plan-concave ainsi qu'une epaisseur au centre comprise 
entre 4 et 7 mm, 

la distance entre les faces planes de la lentille plan-concave et de la 
lentille plan-convexe est comprise entre 20 et 25 mm, 
20 toutes les valeurs indiquees pour ce dispositif pouvant etre multiplies 

par un meme coefficient pour obtenir un dispositif semblable par homothetie. 

Un dispositif selon I'invention peut egalement comporter des diodes 
electroluminescentes disposees en couronne. La lumiere excitatrice issue des 
diodes chemine autour du cone de lumiere de fluorescence qui va traverser le 
25 dispositif optique pour former I'image. Des lentilles qui concentrent la lumiere 
excitatrice sont coaxiales au dispositif optique et sont percees d'un trou central 
livrant passage a la lumiere de fluorescence. Ces lentilles de concentration sont 
soit du type classique, soit de type Fresnel. 

La presente invention concerne egalement un dispositif d'observation 
30 ou d'analyse d'un ou plusieurs echantillons disposes sur un support, notamment 
une plaque, comportant un objectif d'observation d'au moins une partie d'un 
echantillon suivant un axe d'observation depuis une face d'observation du support, 
une platine de position nement du support adaptee pour assurer un deplacement 
relatif entre le support et I'axe d'observation dans un plan perpendiculaire a I'axe 
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d'observation, tout en laissant libre le deplacement vertical, des moyens 
d'illumination d'au moins une partie d'un echantillon et des moyens d'acquisition 
d'une image en sortie d'objectif, caracterise en ce que I'objectif d'observation 
comporte un dispositif optique tel que d6crit ci-dessus. 
5 Dans un tel dispositif d'observation les moyens d'acquisition d'une 

image comportent par exemple un objectif a focale fixe comme optique de 
focalisation. Ces moyens d'acquisition d'une image peuvent aussi comporter un 
zoom comme optique de focalisation afin de pouvoir changer facilement la taille de 
Timage et utiliser de maniere optimale le dispositif optique selon I'invention mais 
10 ceci se fait au prix d'un vignettage genant. 

Dans une forme de realisation avantageuse, ce dispositif d'observation 
comporte derriere le dispositif optique un dispositif de filtration presentant des 
proprietes spectrales variables. Ce dispositif de filtration peut etre ici par exemple 
un carrousel a filtres ou bien encore un filtre a cristaux liquides, dont les proprietes 
15 spectrales sont controlables de maniere electronique. On peut egalement prevoir 
avantageusement sur le trajet de la lumiere de fluorescence un miroir dichroTque 
renvoyant une partie de cette lumiere vers des seconds moyens d'observation. 

D'autres details et avantages de la presente invention ressortiront 
mieux de la description qui suit, faite en reference au dessin schematique annexe 
20 sur lequel : 

La figure 1 montre schematiquement en coupe un analyseur cellulaire 
equipe d'un dispositif optique selon I'invention, 

La figure 2 correspond a la figure 1 pour une variante de realisation de 
I'analyseur cellulaire equipe du meme dispositif optique, 
25 La figure 3 montre plus en detail et a echelle agrandie le dispositif 

optique selon I'invention, et 

La figure 4 est une vue en coupe a echelle agrandie par rapport aux 
figures 1 et 2 d'une coiffe utilisable en combinaison avec le dispositif de la figure 3 
et integrant des sources lumineuses. 
30 La presente invention s'applique par exemple a un analyseur cellulaire 

tel celui decrit dans le document WO-01/88593. II est fait reference a ce 
document, plus particulierement a sa figure 1 et a la description correspondante, 
en ce qui conceme la structure generate de cet analyseur cellulaire. La suite de la 
presente description est faite en reference a un tel analyseur cellulaire. 
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Cet analyseur est destine notamment a I'observation de la fluorescence 
d'echantillons cellulaires contenus dans des puits 2 d'une plaque de titration 4, 
appelee egalement plaque de culture. 

Comme decrit dans le document precite, cette plaque de titration 4 est 
5 maintenue dans un cadre mobile 6 d'une platine de positionnement montee sur un 
bati non represents ici. Cette plaque comporte un fond 8 sensiblement plan qui 
forme le fond des puits 2 contenant les echantillons a observer. Ce fond 8 s'appuie 
sur un manchon 10 de forme generale tronconique et lui-meme monte sur un 
objectif 12 fixe par rapport au bati de I'analyseur. La presente invention porte sur 
10 cet objectif 12 qui sera decrit plus dans le detail en reference a la figure 3 dans la 
suite de la description. 

Sur la figure 1 on remarque egalement une source d'illumination 14 qui 
envoie de la lumiere vers la plaque de titration 4, a travers I'objectif 12, cette 
lumiere etant tout d'abord reflechie sur un prisme 16 de renvoi. Une camera 18 
15 produit une image representative du rayonnement emis par les echantillons se 
trouvant dans les puits 2 de la plaque de titration 4. Ce rayonnement traverse lui 
aussi I'objectif 12 et est dirige vers la camera 18 par I'intermediaire d'un miroir 
incline 20. Par simplification, les axes optiques de la source d'illumination 14 et de 
la camera 18 sont represents sur la figure 1 comme etant paralleles alors qu'ils 
20 peuvent 6tre par exemple perpendiculaires entre eux. Une optique de focalisation 
19 representee de facon tres schematique par une double fleche est montee a 
I'avant de la camera 18. 

La plaque de titration 4 est disposee horizontalement, le fond 8 
constituant alors la face inferieure de cette plaque. Les puits 2 s'ouvrent alors a la 
25 face superieure de cette plaque. II s'agit de puits cylindriques de section circulaire 
ou carree. Le fond de chaque puits est sensiblement plan et horizontal. Differents 
types de plaques existent. Les plus courantes comportent 96, 384, 864 ou 1536 
puits. Pour les plaques comportant le moins de puits, le diametre de ceux-ci est de 
I'ordre de 7 mm. Les bords 22 de la plaque de titration 4 et le cadre mobile 6, 
30 presentant un rebord peripherique 24, cooperent comme decrit dans le document 
WO-01/88593 pour permettre le libre mouvement de la plaque 4 suivant la 
direction de I'axe d'observation, qui est ici la direction verticale. Le manchon 10 
forme une entretoise entre la plaque de titration 4 et I'objectif 12. II est de forme 
generale tronconique et son axe de revolution coincide sensiblement avec I'axe 
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d'observation 26 qui est egalement I'axe de I'objectif 12. Comme indique dans le 
document precite, les dimensions de ce manchon varient en fonction de I'objectif 
12 (et egalement de la taille des puits 2 de la plaque de titration 4). 

En ce qui concerne la source d'illumination 14 et la camera 18, ainsi 

5 que les autres moyens mis en oeuvre pour illuminer un puits 2 de la plaque de 
titration 4 et pour realiser une image a partir de la fluorescence des cellules 
contenues dans les puits 2, il est fait reference au document precite. 

La presente invention concerne plus particulierement I'objectif 12 (qui 
remplace le dispositif portant la reference 15 dans le document WO-01/88593). 

10 Cet objectif est montre a echelle agrandie sur la figure 3. Sur les figures 1 et 2, cet 
objectif est symbolise par deux doubles fleches, chaque double fleche 
representant schematiquement un doublet de lentilles. On a represente sur la 
figure 3 le fond 8 de la plaque de titration 4. 

Dans la suite de la description, on considere que cette plaque de 

15 titration est disposee a I'avant de I'objectif 12 tandis que la camera 18 se trouve a 
I'arriere de cet objectif 12. Ainsi, sur les figures, I'avant est oriente vers le haut de 
la figure tandis que I'arriere se trouve vers le bas de celle-ci. 

L'objectif 12 represente comporte deux doublets de lentilles. Le doublet 
avant comprend une lentille plan-convexe 28 et une lentille menisque divergente 

20 30. Le doublet aniens est constitue d'une lentille plan-concave 32 et d'une lentille 
biconvexe 34. Les lentilles plan-convexe 28 et plan-concave 32 presentent de 
preference une surface plane mais il peut aussi eventuellement s'agir d'une 
surface sensiblement plane, c'est-a-dire qui presente par exemple un grand rayon 
de courbure. 

25 Toutes ces lentilles sont des lentilles spheriques et sont toutes centrees 

sur un meme axe, I'axe 26 de I'objectif 12. Comme indique plus haut, il s'agit ici 
d'un axe vertical. II est sensiblement perpendiculaire au fond 8 de la plaque de 
titration 4 pour une meilleure observation de celle-ci. 

La premiere lentille, c'est-a-dire la lentille plan-convexe 28, est realisee 
30 en materiau de la marque Schott BK7 et presente les caracteristiques 
geom§triques suivantes : 

Rayon de courbure de la face avant : inflni 

Rayon de courbure de la face arriere : -31 ,23 mm +/- 1 mm 

Epaisseur au centre : 3 mm +/- 1 mm 
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Diametre : 1 8 ™ m +/ " 2 mm 

Le materiau utilise pour cette lentille presente notamment un indice de 
refraction n„ de 1,51680 (\=587,6 nm) et un indice de refraction n e de 1,51872 
(^=546,1 nm). Le coefficient d'Abbe, qui caracterise la dispersion de ce materiau, 
est u e =64,17 (ou o d =64,96). 

La lentille menisque divergente 30 est dans le materiau connu sous la 
marque Schott F2. II presente notamment un indice de refraction n d de 1,62004 
(^=587,6 nm) et un indice de refraction n e de 1 ,62408 (X=546,1 nm). Le coefficient 
d'Abbe, qui caracterise la dispersion de ce materiau, est u e =36,37 (ou o<j=36,1 1 ). 

Cette lentille menisque divergente 30 presente les caracteristiques 
geometriques suivantes : 

Rayon de courbure de la face avant : -1 7,693 mm +/- 0,5 mm 
Rayon de courbure de la face arriere : -23,820 mm +/- 1 mm 
Epaisseur au centre : 1 .5 mm +/- 0,5 mm 

Diametre : 1 8 mm +/- 2 mm 

Les lentilles 28 et 30 ferment ainsi un premier doublet. Ce doublet peut 
etre decolle mais on peut egalement envisager de realiser un doublet decolle au 
centre mais colle sur sa peripheric. Cette derniere solution facilite I'integration de 
ce doublet dans le bati de I'analyseur. 

La lentille plan-concave 32 est realisee dans un materiau 
commercialise sous la marque Schott F2. Elle presente les caracteristiques 
geometriques suivantes : 

Rayon de courbure de la face avant : infini 
Rayon de courbure de la face arriere : 29,06 mm +/- 1 mm 
> Epaisseur au centre : 2,2 mm +/- 1 mm 

Diametre : 24 mm +/- 2 mm 

La lentille biconvexe 34 est realisee dans un materiau commercialise 
sous la marque Schott BK7. Cette quatrieme lentille presente les caracteristiques 
geom6triques suivantes : 
) Rayon de courbure de la face avant : 29,06 mm +/- 1 mm 

Rayon de courbure de la face arriere : -29,06 mm +/- 1 mm 
Epaisseur au centre : 5,6 mm +/- 0,5 mm 

Diametre : 24 mm +/- 2 mm 
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Ces lentilles 32 et 34 torment ainsi un second doublet qui est colle. Une 
face convexe de la lentille biconvexe 34 vient epouser la face concave de la 

lentille plan-concave 32. 

Dans cet objectif, les faces planes des deux doublets sont orientees 
5 vers I'avant. La distance les separant est de 22,6 mm (+/- 2 mm). 

L'objectif ainsi realise presents une longueur focale de 50 mm et a une 
ouverture numerique NA = 0,22. 

Les materiaux indiques sont des materiaux utilises couramment pour la 
realisation de lentilles. D'autres materiaux peuvent egalement etre envisages. 
10 Toutefois, on choisira de preference des materiaux presentant, par rapport aux 
materiaux decrits, des verres optiques equivalents en termes d'indice de refraction 
et de dispersion dans une fourchette de +/- 3%. 

Un tel objectif presente un grand champ angulaire qui lui permet de voir 
entierement le fond d'un puits 2 tout en ttant place a relativement faible distance 
15 decefond. 

II presente egalement une largeur spectrale capable de recuperer la 
fluorescence d'excitation de I'ultraviolet au proche infrarouge. En supposant une 
excitation demarrant dans le bleu, cet objectif permet de couvrir le reste du 
spectre, soit du vert a I'infrarouge, ou en terme de longueurs d'ondes. de 500 a 
20 750 nm. 

L'objectif decrit permet en outre une tres bonne resolution et a une 

grande ouverture (NA = 0,22). 

Les dimensions indiquees ci-dessus sont adaptees pour pouvoir 
rassembler sur une seule image le fond d'un puits d'un diametre de 7 mm. Pour 
25 des dimensions diff6rentes, les valeurs numeriques indiquees ci-dessus peuvent 
toutes etre multipliees par un meme coefficient, ce qui permet alors d'obtenir un 
dispositif semblable par homothetie. 

L'objectif decrit ci-dessus presente I'avantage d'etre d'un prix de revient 
peu eleve. II met en oeuvre des materiaux optiques traditionnels que Ton utilise 
30 couramment pour realiser des lentilles. Les lentilles utilisees ne presentent pas de 
surface aspherique. Leur realisation est ainsi facilitee et leur coQt de revient est 
done limite. Enfin. seules quatre lentilles sont necessaires pour realiser l'objectif 
decrit ci-dessus. On remarque que les objectifs de Gauss utilises habituellement 
component quant a eux au moins six lentilles. 
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Pour realiser I'image de I'echantillon, on utilise I'optique de focalisation 
19 associee a la camera 18. Cette optique de focalisation 19 peut etre par 
exemple un objectif du commerce a focale fixe. On peut egalement prevoir 
d'utiliser un zoom comme optique de focalisation. Ceci permet de facilement 
5 changer la taille de I'image et permet d'optimiser I'utilisation de l'objectif selon 
I'invention. Toutefois, ^utilisation d'un zoom de focalisation entrame des problemes 
de vignettage. 

L'objectif 12 peut egalement etre utilise en association avec une 
couronne de diodes 6lectroluminescentes 36 (figure 2). Ces diodes remplacent 
10 alors la source lumineuse 14. Une lentille Individuelle est associee a chaque diode 
electroluminescente 36 afin de rendre la lumiere emise par toutes ces diodes 
approximativement parallele. Une lentille de Fresnel 38 permet alors le guidage de 
la lumiere des diodes 36 vers I'echantillon a observer. Les diodes 
6lectroluminescentes 36 utilisees ici sont par exemple des diodes semblables a 
1 5 celles decrites dans la demande de brevet europeen publiee sous le N° 1 031 326. 

On suppose sur la figure 2 que l'objectif 12 est monte de maniere 
classique dans un Dottier tubulaire non represents. La presence de deux surfaces 
planes dans cet objectif facilite le montage dans son boTtier tubulaire. Un support 
tubulaire 40 vient alors coiffer le boTtier de l'objectif 12. Une vis de blocage 42 est 
20 avantageusement prevue pour solidariser le support tubulaire 40 sur le boTtier de 
l'objectif 12. Sa face avant, sensiblement radiale par rapport a I'axe 26 de l'objectif 
12, porte les diodes electroluminescentes 36. Une plaquette annulaire 44, 
solidaire du support tubulaire 40, entoure ce dernier et est disposee 
orthogonalement par rapport a I'axe 26 de l'objectif 12. Cette plaquette annulaire 
25 44 porte le manchon 1 0. Ce dernier est de preference realise en metal et presente 
sur sa face interieure des moyens permettant la fixation de la lentille de Fresnel 
38. 

La forme de realisation de cette figure 2 permet d'avoir un c6ne de 
lumiere excitatrice entourant le cone de lumiere issu de la fluorescence de 
30 I'echantillon a observer. Les cones de lumiere excitatrice et de fluorescence sont 
de meme axe. Ceci permet d'avoir un montage coaxial de la camera 18 avec 
l'objectif 12. 

La figure 4 montre plus dans le detail et a 6chelle agrandie le montage 
d'un dispositif optique selon I'invention dans une troisieme forme de realisation 
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d'un analyseur cellulaire. Cette forme de realisation se rapproche de celle montree 
sur la figure 2. En effet, on retrouve ici des diodes electroluminescentes 36 
disposees en couronne. Ici ces diodes sont disposees sur deux couronnes 
concentriques par rapport a I'objectif 12. Ce montage en couronne permet entre 
5 autres d'avoir un montage coaxial de la camera 18 avec I'objectif 12. 

L'objectif 12 est monte dans cette forme de realisation a I'interieur d'une 
piece tubulaire 46. Des epaulements sont prevus a I'interieur de cette piece 
tubulaire pour le positionnement des surfaces planes des lentilles plan-concave 32 
et plan-convexe 28. La piece tubulaire 46 est vissee sur une base 48. Cette 
10 derniere porte une bague 50 portant les diodes Electroluminescentes 36. Cette 
bague 50 est montee concentriquement par rapport a la piece tubulaire 46. 

Sur cette premiere bague 50 est superposee une seconde bague 52. 
Des memes vis 54 maintiennent simultanement les deux bagues 50 et 52 sur la 
base 48. La seconde base 52 porte deux lentilles 56 classiques percees en leur 
15 centre pour permettre leur montage concentrique autour de la piece tubulaire 46. 
Ces lentilles 56 concentrent la lumiere excitatrice en provenance des diodes 
electroluminescentes 36 en direction de I'echantillon a observer. Le manchon 10 
est fixe a I'aide d'une vis de blocage 58 sur la seconde bague 52. 

On remarque sur la figure 4 la presence d'un filtre 60 dispose a chaque 
20 fois entre une couronne de diodes electroluminescentes 36 et les lentilles 56. Ces 
deux filtres 60 sont montes, dans la forme de realisation representee, sur la 
premiere bague 50. 

Dans le dispositif decrit ci-dessus, la lumiere excitatrice est realisee a la 
peripheric du dispositif et est concentree vers I'echantillon a observer tandis que la 
25 lumiere de fluorescence en provenance de cet 6chantillon traverse le dispositif en 
son centre. Pour arreter les reflets de la lumiere excitatrice sur la voie de 
remission de fluorescence et done eviter que la lumiere excitatrice parvienne 
jusqu'a la camera, un filtre 62 est dispose entre I'objectif 12 et la camera. Comme 
on peut le voir sur la figure 4, ce filtre 62 est monte dans la piece tubulaire 46, en 
30 dessous des deux doublets de I'objectif 1 2. 

Dans cette derniere forme de realisation, les diodes 
electroluminescentes 36 emettent a des longueurs d'ondes differentes. A chaque 
couronne de diodes correspond une longueur d'onde. On peut proceder a des 
illuminations successives du m§me 6chantillon a des longueurs d'ondes 
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differentes. On choisit ainsi par exemple une premiere couronne de diodes 
emettant des rayonnements d'une longueur d'onde se situant autour de 470 nm 
(+/- 15 nm) et une seconde couronne de diodes emettant des rayonnements d'une 
longueur d'onde se situant autour de 635 nm (+/- 15 nm). On peut prevoir que 
5 chaque serie de diodes comporte entre deux et cinquante diodes, de preference 
entre cinq et vingt. La puissance de chacune de ces diodes est par exemple 
comprise entre 1 et 10 mW. 

Un tel dispositif d'illumination permet de bien eclairer le fond d'un puits 
2, et ceci sur toute sa surface. En outre, toute la surface du puits est illuminee en 
10 meme temps par le faisceau incident issu des diodes electroluminescentes 36. De 
cette maniere, la totalite de la surface de I'echantillon est excitee simultanement. 

L'alimentation electrique des deux series de diodes peut etre alternee. 
On realise alors de preference deux images successives qui sont par la suite 
rapprochees par un ordinateur a I'aide d'un logiciel qui realise une comparaison 
15 pixel par pixel pour I'analyse cytometrique. 

Les formes de realisation mettant en oeuvre des diodes disposees en 
couronne sont egalement avantageuses car elles permettent de faire coTncider 
Paxe d'illumination, d'observation ainsi que I'axe de la camera. 

Le dispositif optique selon I'invention peut etre utilise avec tous types de 
20 dispositif d'analyse de la lumiere de fluorescence. Dans une forme de realisation 
simple on utilise une camera couleur, TriCCD, ou a filtres Bayer, par exemple. 
Dans une forme de realisation preferee un carrousel a filtres, permettant la saisie 
d'images successives dans plusieurs canaux spectraux differents, est place 
derriere le dispositif optique objet de I'invention. Ce carrousel a filtres peut prendre 
25 place immediatement avant ou apres le filtre d'arret 62. Dans une variante de 
realisation avantageuse le carrousel a filtres est remplace par un filtre a cristaux 
liquides, dont les proprietes spectrales sont contrdlables de maniere electronique. 

Dans une autre variante de realisation, un miroir dichroique a 45° qui 
renvoie une partie de la lumiere sur une deuxieme camera est installe sur le trajet 
30 de la lumiere de fluorescence. Les images sont alors realisees simultanement. Un 
appareil ainsi equipe peut etre utilise pour des mesures de transfert d'energie 
entre un donneur et un accepteur a I'interieur de la cellule, dites FRET 
(Fluorescence Resonance Energy Transfer ou transfert d'energie de fluorescence 
de resonnance). 
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La presente invention ne se limite pas aux formes de realisation 
decrites ci-dessus a titre d'exemples non limitatifs. Elle concerne egalement toutes 
les variantes de realisation a la portee de I'homme du metier, dans le cadre des 
revendications ci-apres. 

5 Le dispositif optique decrit ci-dessus est integre a un analyseur 

cellulaire realisant des prises de vue de fagon automatique et analysant les 
images obtenues a I'aide d'un ordinateur et d'un logiciel. Bien entendu, on ne 
sortirait pas du cadre de I'invention dans le cas ou cet objectif serait monte dans 
un analyseur cellulaire manuel dans lequel un utilisateur bouge manuellement une 

10 plaque de titration devant I'objectif et observe directement les echantillons 
deposes dans cette plaque de titration. Le dispositif optique peut egalement etre 
utilise dans tout appareil de type microscope, avec des applications notamment 
dans le domaine de la biologie mais aussi par exemple de I'electronique. 

Le dispositif optique selon I'invention peut etre utilise avectous types de 

15 sources d'illumination. II peut s'agir ainsi par exemple d'une lampe, d'un laser, de 
diodes electroluminescentes, etc.... II est egalement envisageable de supprimer la 
source d'illumination et/ou de prevoir une source externe. 

De meme pour la camera, tous types de camera peut etre utilises. II est 
egalement envisageable de ne pas avoir de camera du tout comme par exemple 

20 dans le cas d'une analyse a I'oeil. 
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REVENDICATIONS 

1. Dispositif optique (12) destine notamment a I'observation 
d'echantillons sur un support (4) dans le domaine de la biologie, comportant une 
face avant se trouvant du cote de I'echantillon, ou similaire. a observer et une face 
5 arriere orientee vers des moyens d'acquisition (18, 19) d'une image ou un 
utilisateur, 

caracterise en ce qu'il comporte une combinaison de quatre lentilles 
alignees et en ce que les lentilles sont disposees dans I'ordre suivant de I'avant 
vers I'arriere : une lentille plan-convexe (28), une lentille menisque divergente (30). 
10 une lentille plan-concave (32) et une lentille biconvexe (34), les lentilles plan- 
concave (32) et plan-convexe (28) respectivement etant telles qu'elles presentment 
chacune d'une part une face sensiblement plane et d'autre part une face concave 
ou une face convexe respectivement. 

2. Dispositif optique selon la revendication 1. caracterise en ce que les 
15 lentilles sont regroupees en deux doublets, un doublet avant avec la lentille plan- 
convexe (28) et la lentille menisque divergente (30) et un doublet arriere avec la 
lentille plan-concave (32) et la lentille biconvexe (34). 

3. Dispositif optique selon la revendication 2, caracterise en ce que le 
doublet arriere est un doublet colle pour lequel le rayon de courbure avant de la 

20 lentille biconvexe (34) correspond au rayon de courbure de la face arriere 
spherique de la lentille plan-concave (32), et en ce que les deux lentilles de 
chaque doublet sont realisees dans des materiaux presentant des indices de 

refraction differents. 

4. Dispositif optique selon I'une des revendications 2 ou 3, caracterise 

25 en ce que le doublet avant est un doublet decolle. 

5. Dispositif optique selon Tune des revendications 2 ou 3, caracterise 
en ce que le doublet avant est un doublet decolle au centre mais colle sur sa 
peripherie. 

6. Dispositif optique selon I'une des revendications 1 a 5, caracterise en 
30 ce que les deux lentilles (30, 32) se trouvant au centre du dispositif optique 

presentent un indice de refraction superieur a I'indice de refraction des lentilles 
(28, 34) se trouvant a I'exterieur du dispositif optique (12). 

7. Dispositif optique selon I'une des revendications 1 a 6, caracterise en 
ce que la lentille plan-convexe (28) presente une face arriere dont le rayon de 
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courbure est compris entre -30 et -32,5 mm et une face avant sensiblement plane, 
un diametre compris entre 20 et 25 mm ainsi qu'une epaisseur au centre comprise 
entre 2 et 4 mm, en ce que la lentille menisque divergente (30) presente une face 
arriere dont le rayon de courbure est compris entre -22,5 et -25 mm et une face 

5 avant dont le rayon de courbure est compris entre -17 et -18,5 mm, un diametre 
sensiblement egal au diametre de la lentille plan-convexe ainsi qu'une epaisseur 
au centre comprise entre 1 et 2 mm, en ce que la lentille plan-concave (32) 
presente une face arriere dont le rayon de courbure correspond au rayon de 
courbure de la face avant de la lentille biconvexe (34), un diametre sensiblement 
10 identique au diametre de la lentille biconvexe (34) ainsi qu'une epaisseur au 
centre comprise entre 1 et 3,5 mm, en ce que la lentille biconvexe arriere (34) 
presente une face arriere dont le rayon de courbure est compris entre -28 et 
-30 mm et une face avant dont le rayon de courbure est compris entre 28 et 
30 mm, un diametre compris entre 22 et 26 mm ainsi qu'une epaisseur au centre 

15 comprise entre 4 et 7 mm, et en ce que la distance entre les faces planes de la 
lentille plan-concave (32) et de la lentille plan-convexe (28) est comprise entre 20 
et 25 mm, 

toutes les valeurs indiquees pour ce dispositif pouvant etre multipliees 
par un meme coefficient pour obtenir un dispositif semblable par homothetie. 

20 8. Dispositif optique selon I'une des revendications 1 a 7, caracterise en 

ce qu'il comporte en outre des diodes electroluminescentes (36) disposees en 
couronne autour de son axe ainsi qu'une lentille de Fresnel (38) interposee entre 
les diodes (36) et I'echantillon, ou similaire, a observer. 

9. Dispositif d'observation ou d'analyse d'un ou plusieurs 6chantillons 

25 disposes sur un support (4), notamment une plaque, comportant un objectif 
d'observation (12) d'au moins une partie d'un echantillon suivant un axe 
d'observation (26) depuis une face d'observation du support, une platine de 
positionnement du support adaptee pour assurer un deplacement relatif entre le 
support (4) et I'axe d'observation (26) dans un plan perpendiculaire a I'axe 

30 d'observation, tout en laissant libre le deplacement vertical, des moyens 
d'illumination (14) d'au moins une partie d'un echantillon et des moyens 
d'acquisition (18) d'une image en sortie d'objectif, 

caracterise en ce que I'objectif d'observation comporte un dispositif 
optique (12) selon Tune des revendications 1 a 8. 
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10. Dispositif d'observation selon la revendication 9, caracterise en ce 
que les moyens d'acquisition d'une image comportent un objectif a focale fixe 
comme optique de focalisation (19). 

11. Dispositif d'observation selon la revendication 9, caracterise en ce 
5 que les moyens d'acquisition d'une image comportent un zoom comme optique de 

focalisation (19). 

12. Dispositif d'observation selon Tune des revendications 9 a 11, 
caracterise en ce qu'il comporte derriere le dispositif optique un dispositif de 
filtration presentant des proprietes spectrales variables. 

10 13. Dispositif d'observation selon I'une des revendications 9 a 12, 

caracterise en ce qu'il comporte sur le trajet de la lumiere de flurorescence un 
miroir dichroTque renvoyant une partie de cette lumiere vers des seconds moyens 
d'observation. 
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